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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR DIAGNOSE UND ANALYSE VON TUMOREN 
(57) Abstract 

The invention coQcexns a method for the diagnosis and analysis of tumours, the method depending on the detennination of the 
expression of particular variant exons of the CD44 gene. The detennination can be carried out at the protein level or the nucleic-acid level. 
In a prefened embodiment of tiie invention, the e;qpre5sion is determined in biopsy material using cxon-specific antibodies. V6 egression, 
for instance, is thus suitable for use as a parameter in the prognosis of mammary carcinomas, the expression of a transitional epitope coded 
by exon v7 and v8 together being suitable for the diagnosis of cervical cardnomas. 



(57) Zosammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose und Analyse von Tumoren, das auf dcm Nachweis der Expression bestimmier 
varianter Exons des CD44-Gcns bcruht Der Nachweis kaim auf Protein- odcr Nukleinsaureebene erfolgen- In einer bevoizugten 
AusfiihruDgsfoma wird die Expression in Biopsiemaierial mit Hilfe exonspezifischer Antikorper nachgewiesen. So eignet sich beispielsweise 
die v6-£xpressioa als progaostischer Parameter fUr das Mammakarzinom, die Expression eines t}bergangscpitops, das von den Exons v7 
und v8 gemeinsam kodiert wird, zur Diagnose des Zervixkarzinoms. 
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Verfahren zur Diagnose und Analyse von Tumoren 

Die Erfindung betrifil Verfahren zur Diagnose und/oder Analyse von Tumoren 
durch Bestimmung der Expression variabler Exons des CD44-Gens, Mittel fiir seiche Ver- 
fahren sowie deren Verwendung. 

s 

Es bestdit ein Bedarf nach verbesserten Verfahren zur Diagnose und/oder Analyse 
von Krebserkrankungen, insbesondere auf Grundlage von molekularen Markem. 

Beispielsweise findet die hamatogene Ausbreitung von Mammakarzinomen sehr fruh 

;o im Krankheitsverlauf statt und steht im Zusammenhang mit dem spateren Auftreten von 
Femmetastasen (Diel et al^ 1992). Die molekularen Mechanismen der metastatischen Aus- 
breitung sind immer noch unbekannt. Die prognostischen Faktoren fiir die Voraussage des 
Metastasieningsrisikos beruhen momentan hauptsachlich auf pathologischen ICriterien, wo- 
bei die Hauptfaktoren Tumorstadium, Differenzierung (Gradierung) sowie Lymphkno- 

15 tenmetastasierung sind (Fisher et al, 1990). Allerdings treten in Einzelfallen Diskrepanzen 
zwischen diesen Faktoren auf, etwa indem trotz fortgeschrittener TumorgroCe oder niedri- 
ger Diflferenzierung (hoher Gradierung) Lymphknotenmetastasen fehlen. Wenig untersucht 
ist eine Untergmppe von Patientinnen mit Lymphknoten-negativem Brustkrebs, die spater 
Femmetastasen entwickeln. Es besteht daher ein Bedarf an Parametem, die eine bessere 

20 Voraussage der hamatogenen Tumorausbreitung sowie einer besseren Allgemeinprognose 
gestatten. Ein anderes Beispiel sind Magentumoren. Sie konnen in zwei groBe histologische 
Kategorien eingeteilt werden, den "intestinalen" und den "diSiisen" Typ (Lauren, 1965). 
Tumoren vom intestinalen, nicht jedoch vom diffiisen Typ sind oft von einer chronischen 
Gastritis B und insbesondere von intestinalen Metaplasien begleitet, die fur Vorlaufer von 

25 dysplastischen Veranderungen und von Adenokarzinomen des intestinalen Typs gehalten 
werden (Iida et Kusama, 1982; Jass, 1983; Kato e/ al, 1981; Sipponen et al, 1983; Simla 
et al, 1974; Strickland et Mackay, 1973). Pathogenetische Unterschiede zwischen diesen 
beiden Adenokarzinom-Typen spiegeln sich auch in der Beobachtung wider, daB Patienten 
mit Tumoren vom diffiisen Typ oft zur Blutgruppe A gehoren, was einen moglichen EinfluB 

30 von genetischen Faktoren auf das Krebsrisiko anzeigt (Piper, 1978), wahrend Umweltfakto- 
ren, z.B. Infektionen mit Helicobacter pylori, moglicherweise fiir die Entwicklung von Tu- 
moren vom intestinalen Typ wichtig sind (Parsonnet et al, 1991; Nomura et al, 1991). 
Hier ware es wunschenswert, anhand molekularer Marker zwischen Tumoren vom intestina- 
len und solche vom diSusen Typ unterscheiden zu konnen. Als drittes Beispiel sei schliefl- 

5J lich das Zervixkarzinom des Uterus genannt. Trotz abnehmender Inzidenz (Petterson, 1988) 
ist die Prognose von Patientinnen mit fortgeschrittenen Stadien von Zervixkarzinomen 
schlecht (Perez et al, 1983; Park et Thigpen, 1993; Brady et al, 1986). Die Fruhdiagnose 
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basiert auf der Auswertung fruher morphologischer Verandeaingen der Epithelzellen 
(zervikaler Abstrich). Auch hier ist es wunschenswert, definierte molekulare Marker zur 
friihen Krebserkennung, die fiir das Staging und als prognostische Faktoren venvendet 
werden konnen, zu finden. 

5 

Es wurde kurzlich gezeigt, daB die Expression von Varianten des Oberflachen-Gly- 
koproteins CD44 notwendig und hinreichend ist, um sogenanntes spontanes metastatisches 
Verhalten sowohl in einer nicht-metastasierenden Pankreas-Adenokarzinom-Zellinie der 
Ratte als auch in einer nicht-metastasierenden Fibrosarkom-Zellinie der Ratte aus2ul5sen 

10 (Giinthert ei aL, 1991). Wahrend die kleinste CD44-Isofonn, die Standardform CD44s, in 
einer Reihe verschiedener Gewebe, darunter EpithelzeUen, ubiquitar exprimiert wird, wer- 
den bestimmte SpIeiBvarianten von CD44 (CD44v) nur auf einer Untergruppe von Epi- 
thelzellen exprimiert. Die CD44-Isoformen werden durch alternatives SpleiBen so erzeugt, 
daB die Sequenzen von 10 Exons (vl-vlO) in CD44s komplett ausgeschnitten werden, 

15 jedoch bei den groBeren Varianten in verschiedenen Kombinationen vorkommen konnen 
(Screaton et ai, 1992; Heider ei al., 1993; Hofinann et ai, 1991). Die Varianten unter- 
scheiden sich dadurch, daB an einer bestimmten Stelle des extrazellularen Teils des Proteins 
unterschiedliche Aminosauresequenzen inseriert sind. Solche Varianten konnten in verschie- 
denen menschlichen Tumorzellen und in menschlichem Tumorgewebe nachgewiesen wer- 

20 den. So wurde kurzlich die Expession von CD44- Varianten im Verlauf der kolorektalen 
Karzinogenese untersucht (Heider et ai, 1993). Die Expression von CD44-Varianten fehlt 
in normalem menschlichem Kolonepithel, und nur eine schwache Expression ist in den proli- 
ferierenden Zellen der Kiypten nachweisbar. In spateren Stadien der Tumorprogression, 
z.B. in Adenokarzinomen,> exprimieren alle malignen Entartungen Varianten von CD44. 

25 Weiter wurde kurzlich Expression von CD44- SpIeiBvarianten in aktivierten Lymphozyten 
sowie in Non-Hodgkin-Lymphomen gezeigt (Koopman et al , 1 993 ). 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war. die Entwicklung von neuen Verfahren zur 
Diagnose und Analyse von Tumoren sowie die Bereitstellung von Mitteln fur solche Ver- 
30 fahren. 

Diese Aufgabe konnte mit der voriiegenden Erfindung gelost werden. Sie betrifil ein 
Verfahren zur Diagnose und/oder Analyse von Tumoren, insbesondere Karzinomen, das 
dadurch gekennzeichnet ist, daB variantes CD44 als molekularer Marker venvendet wird. 

S5 

Bevorzugt werden dabei Verfahren, die auf dem Nachweis der Expression einzelner, 
definierter variabler Exons des CD44-Gens oder definierter Kombinationen solcher Exons 
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bemhea Dabd kann es vorteilhaft sein, die Expression verschiedener varianter Exons in ei- 
ner Probe zu imtersuchen und zueinander ins VeAaltnis zu setzen. 

Besonders bevorzugt sind V^ahren, die auf dem Nachweis der Expression der va- 
5 riablen Exons v5, v6 und/oder dem Nachweis der kombinierten Expression der Exons v7 
und v8 beruhen. 

Die erfindungsgemaBen Verfahren konnen an Proben auBerhalb des menschlichen 
Oder tierischen Korpers oder aber in vivo vorgenommen werden. 

JO 

Vorteilhaft konnen mit den erfindungsgemaBen Verfahren Proben von Patienten un- 
tersucht werden, bei denen der Verdacht auf Mamma-, Magen-, Kolon- oder Zervixkarzi- 
nom besteht oder die Diagnose bereits vorliegt, der Tumor aber genauer charakterisiert 
werden soli, Insbesondere kann bei Verdacht aufiDiagnose von Kolonkarzinom die Ex- 
js pression des varianten Exons v6, bei Verdacht aufiTDiagnose von Mamma- bzw. Magenkar- 
zinom die Expression der Exons v5 und/oder v6 und bei Verdacht aufiDiagnose von Zervix- 
karanom die kombinierte Expression der variablen Exons v7 und v8 untersucht werden. 

Der Nachweis varianter CD44-Molekule kann auf Proteinebene mittels Antikdrpem 
20 oder auf Nukleinsaureebene mittels spezifischer Nukleinsauresonden oder Primem fiir die 
Polymerase-Kettenreaktion (PGR) erfolgen. Die Erfindung betriSt demzufolge auch Anti- 
korper und Nukleinsauren, die als Sonden bzw. Primer fur solche Verfahren geeignet sind, 
und die Verwendung solcher Antikorper und Nukleinsauren zur Diagnose und Analyse von 
Tumoren, insbesondere Karzinomen. 

25 

Entsprechend betriffl die Erfindung bevorzugt auch Antikorper gegen Epitope, die 
von Exons v5, v6, v7 und/oder v8 kodiert werden, sowie Nukleinsauren, die mit den Exons 
v5, v6, v7 und/oder v8 hybridisieren konnen, femer Primer, die zur RT-PCR-Amplifikation 
von RNA, die die Exons v5, v6, v7 und/oder v8 enthalt, verwendet werden konnen. Soli die 
30 kombinierte Expression der varianten Exons v7 und v8 untersucht werden, kann dies 
vorzugsweise mit einem Antikorper geschehen, der gegen ein Epitop gerichtet ist, daB von 
diesen Exons gemeinsam kodiert wird (Ubergangsepitop). 

Zur /w-v/vo-Diagnostik konnen die CD44v-spezifischen Antikorper beispielsweise 
35 mit einem detektierbaren Marker, z. B. einem Radioisotop, verkniipft und in das GefaBsys- 
tem eines Patienten injiziert werden. Nach der selektiven Bindung der Antikorper an den 
Tumor kann dieser mit einem geeigneten Detektionssystem visualisiert werden. ProtokoUe 
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fur solche inunundiagnostischen Verfahren in vivo sind Stand der Technik (Thomas et ai, 
1989). 

Die Nuklein- und Aminosauresequenz der varianten Exons des CD44-Gens ist be- 
5 kannt (Hofmann et ai, 1991, Screaton ei al, 1992, Tolg et al,, 1993). Die Existenz dege- 
nerierter oder alleler Varianten ist fur die Ausfiihrung der Erfindung nicht von Bedeutung; 
solche Varianten sind daher ausdrucklich mit eingeschlossen. 

Die Sequenz von Exon v5 des menschlichen CD44.Gens ist (SEQ ID NO: 1): 

10 

{D)VDRNGTTAYEGNW 
{CAG)AT GTA GAC AGA AAT GGC ACC ACT GCT TAT GAA GGA AAC TGG 

NPEA HPPLIHHEHHE 
13 AAC CCA GAA GCA CAC CCT CCC CTC ATT CAC CAT GAG CAT CAT GAG 

EEETPHSTST 
GAA GAA GAG ACC CCA CAT TCT ACA AGC ACA A. 

20 

Die Sequenz von iExon v6 des menschlichen CD44-Gens ist (SEQ ID NO: 3): 

Q ATPSSTTEETATQ 
TC CAG GCA ACT CCT AGT AGT ACA ACG GAA GAA ACA GCT ACC CAG 

25 

KEQWFGNRWHEGYRQ 
AAG GAA CAG TGG TTT GGC AAC AGA TGG CAT GAG GGA TAT CGC CAA 

TPREDSHS TTGTA 
so ACA CCC AGA GAA GAC TCC CAT TCG ACA ACA GGG ACA GCT G. 



Die Sequenz von Exon v7 des menschlichen CD44-Gens ist (SEQ ID NO: 5): 

35 ASAHT SHPMQGRTT 

CA GCC TCA GCT CAT ACC AGC CAT CCA ATG CAA GGA AGG ACA ACA 
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PSPEDSSWTDFFNP 
CCA AGC CCA GAG GAC AGT TCC TGG ACT GAT TTC TTC AAC CCA 

IS .HP MGRGHQ AGRR 
5 ATC TCA CAC CCC ATG GGA CGA GGT CAT CAA GCA GGA AGA AGG 

M D 
ATG G. 



Die Sequenz von Exon v8 des menschlichen CD44-Gens ist (SEQ ID NO: 7): 

MDS SHSTTLQPTAN 
AT ATG GAC TCC AGT CAT AGT ACA ACG CTT CAG CCT ACT GCA AAT 

IS 

PNTGLVEDLDRTGP 
CCA AAC ACA GGT TTG GTG GAA GAT TTG GAC AGG ACA GGA CCT 

L S M T T Q 
20 CTT TCA ATG ACA ACG C. 

Die erfindungsgemafien Antikorper sind demzufolge vorzugsweise gegen Epitope 
innerhalb der dargestellten Aminosauresequenzen oder deren allele Varianten gerichtet. Ein 
Antikorper gegen das Cfbergangsepitop v7/v8 erkennt besonders bevomigt ein Epitop in- 
25 nerhalb der Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 9) 

ASAHTSHPMQGRTTPSPEDSSWTDFFNPISHPMGRGHQAGRRMDMDSSHSTTLQPTANPNT 
GLVEDLDRTGPLSMTTQ 

so oder einer allelen Variante dieser Sequenz. 

Ebenfalls besonders bevorzugt ist ein v6-spezifischer Antikorper, der an ein Epitop 
innerhalb der Aminosauresequenz (SEQ ED NO: 10) 

S5 QWFGNRWHEGYRQT 

oder einer allelen Variante dieser Sequenz bindet. 



wo 95/00851 



PCT/EP94/01952 



6 

Besonders bevorzugt sind monoklonale Antikorper. Fiir das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren konnen jedoch auch andere Antik6T)ermolekule verwendet werden, z.B. Fab- oder 
F(ab')2-Fragmente von Immunglobulinen, rekombinant hergestellte single-chain-Antikorper 
(scFv), chimare bzw. humanisierte AntikSrper sowie andere Molekule, die spezifisch an 
5 j^itope binden, die durch Exons v5, v6, v7 und/oder v8 kodiert werden. Die Herstellung 
von Antikorpem gegen bekannte Aminosauresequenzen kann nach an sich bekannten Me- 
thoden erfolgen (Catty, 1989). Beispielsweise kann ein Peptid dieser Sequenz synthetisch 
hergestellt und als Antigen in einem Immunisierungsprotokoll eingesetzt werden. Ein ande- 
rer Weg ist die Herstellung eines Fusionsproteins, das die gewiinschte Aminosauresequenz 

JO enthalt, indem eine Nukleinsaure (die synthetisch oder z.B. durch Polymerase-Kettenreak- 
tion (PGR) aus einer geeigneten Probe hergestellt werden kann), die fiir diese Sequenz ko- 
diert, in einen Expressionsvektor integriert und das Fusionsprotein in einem Wirtsorganis- 
mus exprimiert wird. Das gegebenenfalls gereinigte Fusionsprotein kann dann als Antigen in 
einem Immunisierungsprotokoll eingesetzt und Insert-spezifische Antikorper oder, im Falle 

j5 monoklonaler Antikorper, Hybridome, die insertspezifische Antikorper exprimieren, mit 
geeigneten Verfahren selektiert werden. Solche Verfehren sind Stand der Technik. Heider e( 
al (1993) und Koopman ei al (1993) beschreiben die Herstellung von Antikorpem gegen 
variante Epitope von CD44. 

20 Ebenfalls als Mittel zur Ausfuhrung konnen Nukieinsauren dienen, die mit varianten 

Exons, insbesondere v5, v6, v7 und/oder v8, hybridisieren, insbesondere solche mit einer 
Hoitiologie von mehr als 80 % zu den entsprechenden Exonsequenzen. Die Herstellung sol- 
cher Nukieinsauren kann nach an sich bekannten Methoden erfolgen. Dies gilt analog auch 
fiir Primer, die in der RT-PCR von RNA zum Nachweis der Expression der Exons v5, v6, 

25 v7 und/oder v8 verwendet werden konnen. 

Die Ausfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Diagnose und/oder Analyse 
von Tumoren, insbesondere von Karzinomen, kann zweckmaBig durch Untersuchungen von 
aus dem Korper entnommenen Proben, beispielsweise aus Biopsien, erfolgen. Vorteilhaft 
30 konnen dabei die erfindungsgemaBen Mittel verwendet werden. 

Beispielsweise konnen Gewebsschnitte inununhistochemisch mit den erfindungsge- 
maBen Antikorpem mit an sich bekannten Methoden untersucht werden. Aus Gewebepro- 
ben gewonnene Extrakte oder Korperflussigkeiten konnen femer mit anderen immunologi- 
is schen Methoden unter Verwendung der besagten Antikorper untersucht werden, beispiels- 
weise in Western Blots, Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA, Catty et Raykun- 
dalia, 1989), Radioimmunoassays (RIA, Catty ei Murphy. 1989) oder verwandten Immu- 
noassays. 
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Der Nachweis der Expression varianter Exons kann auch auf Nukleinsaureebene 
erfolgen, beispielsweise durch Hybridisiening von aus Gewebeproben gewonnener RNA 
(Northern Blot) oder RT-PCR-amplifizierter RNA mit geeigneten Primem, oder durch Hy- 
bridisierung von Nukleinsauren in Gewebsschnitten mit geeigneten Proben (in-siiu-Hy- 
s bridisiening). 

Die Untersuchungen konnen qualitativ, semiquantitativ oder quantitativ erfolgen. 

Durch Nachweis und/oder Quantifizierung der Expression varianter CD44-Epitope 
w erhobene Daten koiuien so in die Diagnose und Prognose einflieBen. Vorteilhaft kann dabei 
die Kombination mit anderen prognostischen Parametem sein, etwa mit der Gradierung. 

Die erfindungsgemafien Verfahren und Mittel eignen sich hervorragend zur Diagno- 
se und/oder Analyse von Tumoren, insbesondere von Karzinomen. Dies belegen die nach- 

15 stehenden Beispiele. So sind die v5- und v6-Expression gute prognostische Parameter fiir 
das Mammakaranom. Die vergleichende Untersuchung der v5- und der v6-Expression er- 
laubt einen wesentlichen Beitrag zur DiflFerentialdiagnose von intestinalem und diffiisem 
Magenkarzinom. Beim Kolonkarzinom korreliert die v6-Expression sehr gut mit dem Tu- 
morstadium. Der Nachweis der Expression des durch v7/v8 kodierten Ubergangsepitops ist 

20 ein bedeutender diagnostischer Parameter bei der Diagnose des Zervixkarzinoms. 
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Abbildungen 

Fig. 1: Schematische Darstellung eines CD44-Molelculs, das die varianten Exons v2 
bis vlO enthalt. SchraflBerte Kasten symbolisieren CD44-Standardsequenzen (CD44s). TM 
5 = Transmembrandomane. Die ungefahre Lokalisierung der Epitope, die von verschiedenen 
monokJonalen (schwarze Balken) und polyklonalen (graue Balken) Antikorpem erkannt 
warden, ist angezeigt. Die Antikorper VFF7, VFF8 und VFF16 sind jeweils fur ein Exon 
spezifisch, wohingegen mAb VIT17 mit einem Epitop reagiert, daB von den Exons v7 und 
v8 gemeinsam kodiert wird. 

JO 

Fig. 2: Aktuariale Uberlebenskurve fur Mammakarzinompatientinnen zum Zusam- 
menhang von Lymphknotenbeteiligung und Uberlebenszeit, berechnet auf Grundlage der 
Kaplan-Meier-Kalkulation und logarithmischem Reihentest. 

Js Fig. 3: Aktuariale Uberlebenskurve fur Mammakarzinompatientinnen zum Zusam- 

menhang von Tumorgradierung und Uberlebenszeit, berechnet auf Grundlage der Kaplan- 
Meier-Kalkulation und logarithmischem Reihentest. 

Fig. 4: Aktuariale Uberlebenskurve fiir Mammakarzinompatientinnen zum Zusam- 
70 menhang von Exon-v3 -Expression und Uberlebenszeit, berechnet auf Grundlage der Ka- 
plan-Meier-Kalkulation und logarithmischem Reihentest. Patienten mit primarem invasivem 
Mammakarzinom, das CD44-v3 -Epitop exprimiert, versus Nicht-Exprimierer. 6/28 Patien- 
ten mit v3-negativem Primartumor und 12/31 mit v3-positivem Tumor starben im Beobach- 
tungszeitraum von 70 Monaten. 

25 

Fig. 5: Aktuariale Uberlebenskurve fiir Mammakarzinompatientinnen zum Zusam- 
menhang von Exon-v6-Expression und Uberlebenszeit, berechnet auf Grundlage der Ka- 
plan-Meier-Kalkulation und logarithmischem Reihentest. Patienten mit primarem invasivem 
Mammakarzinom, das Cb44-v6-Epitop exprimiert, versus Nicht-Exprimierer. 1/14 Patien- 
30 ten mit v6-negativem Primartumor und 17/45 mit v6-positivem Tumor starben im Beobach- 
tungszeitraum von 70 Monaten. 

Fig. 6: Aktuariale Uberiebenskurve fiir Mammakarzinompatientinnen zum Zusam- 
menhang von v3 -Expression, kombiniert mit Gradierung, und tfberiebenszeit, berechnet auf 
3$ Grundlage der Kaplan-Meier-Kalkulation und logarithmischem Reihentest. 
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Fig, 7: Akluariale Uberlebenskurve fur Mammakarzinompatientinnen zum Zusam- 
menhang von v6-Expression, kombiniert mit Gradiening, und Uberlebenszeit, berechnet auf 
Gnindlage der Kaplan-Meier-Kalkulation und logarithmischem Reihentest. 

s Fig. 8: CD44v-Expression im menschlichen Mammakarzinom. Immunhistochemie 

eines duktal-invasiven Mammakarzinoms mit anti-CD44v-Antiserum. (A): Primartumor. 
pS): Lymphknotenmetastasen. Gegenfarbung: Hamatoxylin. OriginalvergroBerung: 20 x. 

Fig. 9: Immunhistochemie von normaler Mucosa sowie Adenokarzinomen des Ma- 
yo gens. Eine fokal betonte anti-CD44v-positive Reaktion zeigt sich in Tumorzellen eines ma- 
Big diflferenzierten Adenokarzinoms (intestinaler Typ nach Lauren) des Magens (a) sowie in 
einer regionalen Lymphknotenmetastase (b). In normaler Mucosa des Magens mit chroni- 
scher Gastritis reagieren die Foci von intestinalen Metaplasien positiv mit mAb VFF4 (c, 
Pfeile) sowie mit mAb VFFS (rf, Pfeile), begleitet von einer zusatzlichen Reaktion auf der 
J5 mucoiden Obeiflache und dem foveolaren Epithel (rf, Pfeilspitzen). Fast alle Becherzellkar- 
zinome des Magens (diffuser Typ nach Lauren) zeigen eine negative Reaktion mit mAb 
VFF4 (e)^ und im Gegensatz zu Adenokarzinomen des intestinalen Typs ist das normale 
mucoide Epithel negativ (c, Pfeilspitzen). In den meisten Fallen zeigt sich in diesen Becher- 
zellkarzinomen eine positive Reaktion mit mAb VFF8 ff), und auch das verbliebene normale 
20 mucoide Epithel zeigt Immunreaktivitat (f, Pfeilspitzen). 

(ABC-Methode. (a), (b): anti-CD44v polyklonales Serum, 140 x; (c): VFF4, 80x; 
(i^: VFF8, 80x; (e): VFF4, 210x; (f): VFF8, 210x; Gegenfarbung Hamatoxylin). 

Fig. 10: Southem-Blot-Analyse von PCR-Amplifikationsprodukten von einzelnen 
25 Proben von normaler gastrischer Mucosa, von primaren Magentumoren und entsprechenden 
Lymphknotenmetastasen. Die PCR-Primer waren spezifisch fiir CD44-Exons, die den vari- 
anten Exonsequenzen benachbart sind. cDNAs wurden durch reverse Transkription erzeugt 
und vor der CD44-spezifischen Amplifikation durch GAPDH-PCR kontrolliert, um Qualitat 
und Haufigkeit der synthetisierten cDNAs zu beurteilen. Die PCR-Produkte, die mit den 
30 CD44-Standardprimem erhalten wurden, wurden durch Elektrophorese in einem 1.2%igen 
Agarosegel aufgetrennt und auf Hybond N^-Membranen (Amersham, Braunschweig, 
Deutschland) ubertragen. Die gleichen Filter wurden nacheinander mit Exon-v5-spezifischen 
(Positionen 243 bis 356 der publizierten menschlichen CD44v-Sequenz nach Hofmann et 
al, 1991) (A) und Exon-v6-spezifischen (Positionen 360 bis 482) (B) Proben hybridisiert. 
35 Spuren 1 bis 5: 5 verschiedene primare Adenokarzinome des Magens (PT) mit entspre- 
chenden Lymphknotenmetastasen (LN), die in der Probensammlung, die immunhistoche- 
misch untersucht wurde, nicht enthalten waren; Spwen I bis 4: intestinaler Typ; Spur 5: 
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difiuser Typ, Spuren 6 bis 9: Normale gastrische Mucosa von vier verschiedenen Patienten 
aus der Korpus-(Spuren 6-8) und Antnimregion (Spur 9). 

Fig. 11: Reverse Transkription/PCR-Amplifikation von CD44-Transknpten in 
5 Magenkarzinom-Zellinien. Oberer Teil: PCR-Amplifikationsprodukte nach Benutzung von 
CD44-Standardprimem. Die Erststrangsynthese v^rde mit polyadenylierter RNA aus den 
Magenkarzinomzellinien 2474, 2957 und 3051 durchgefiihrt. Unterer Teil: GADPH-spezifi- 
sche PCR-Amplifikationsprodukte der gleichen RNA-Proben. Die Proben warden in einem 
1.2%igen Agarosegel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefarbt und unter UV-Licht sichtbar 
JO gemacht. 

Fig. 12: Southem-Blot- Analyse von CD44-PCR-Amplifikationsprodukten in Ma- 
genkarzinom-Zellinien. Die PCR-Reaktionen von Fig. 11 wurden in einem 1.2%igen 
Agarosegel aufgetrennt, auf eine Hybond N^-Membran ubertragen und nacheinander mit 
yj Proben hybridisiert, die fur verschiedene variante CD44-Exons spezifisch waren. v3-10 
enthalt Nukleotide von Position 25 bis 1013; v5/v6 enthalt Nukleotide von Position 244 bis 
468; v8-10 enthalt Nukleotide von Position 623 bis 981 der verofFentlichten menschlichen 
varianten CD44-Exonsequenzen (Hofinann et aL, 1991). 

20 Fig. 13: Expression varianter CD44-Exons in verschiedenen Stadien der kolorekta- 

len Tumorprogression. Ergebnisse aus immunhistochemischen Anfarbungen von Gewebs- 
schnitten. 

Fig. 14: Immunhistochemie von normalem Zervixepithel (A, C, G) und einem 
25 Plattenepithel-Karzinom der Zervix. (B, D, F, H), Alle normalen Zervixgewebeproben 
zeigen eine starke Farbungsreaktion mit den polyklonalen Seren aw//-CD44v3-vlO (A) anti- 
v3-v4 (Q, anti-v6'\l, VFF7, VFF8 und VFF16 (nicht gezeigt). Die Farbungsreaktionen 
waren beschrankt auf das stratum basale und das stratum spinosum, wahrend das stratum 
superficiale ungefarbt blieb. Der mAb VFF17 zeigte uberhaupt keine Farbung von nomialen 
30 Epithelzellen (E), Der mAb SFF2, der gegen CD44s gerichtet ist, farbte alle Zellschichten 
stark (G). Die meisten der Zervixkarzinom-Proben zeigten starke Farbungsreaktionen mit 
alien polyklonalen Seren und mAbs einschlieBlich mAb VFF17. Reprasentative Beispiele 
sind in den Figuren (B) (a/7//-CD44v3-vlO), (D) (mAb VFF7), (F) (VFF17), und (H) (mAb 
SFF2) gezeigt. Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode. VergroBerung: x 140 (A-D, 
35 F'H), X 80 (E); Gegenfarbung: Hamatoxylin. 

Fig. 15: Southem-Blot-Analyse von PCR-Amplifikationsprodukten von individuel- 
len Proben von normalen Geweben des Zervix uteri. Die PCR-Primer waren spezifisch fiir 
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Beispiele 

Bdspiel 1: Diagnose und Analyse von Mammakarzinomen 

5 

LL Tumoren und Gewebe 

Gefrorene Gewebe (aufbewahrt bei -lO'^C) wurden von der Universitatsfrauenklinik 
Heidelberg, Deutschland, erfialten. Sie wurden fiir die Immunhistologie eingesetzt, wobei 

)o die unten beschriebenen Antikorper verwendet wurden. Eingeschlossen waren 61 Proben 
von primaren Mammakarzinomen, 9 lokale Rezidive von Mammakarzinomen, 4 Falle von 
reinen //i-^/Yw-Karzinomen und 16 axiUare Lymphknotenmetastasen (von den gleichen Pa- 
tienten wie die Primartumoren). Die Falle wurden zufallig ausgewahit und schlossen eine 
reprasentative Auswahl von histologischen Tumortypen, Stadien und Gradierungen ein. 

15 Zum Vergleich wurden Proben von normalem Brustgewebe, duktalen Hyperplasien und Fi- 
broadenomen ausgewahit. 



L2. Herstellung von Antikorpern gegen Epitope, die von varianten Exonsequenzen des 
20 CD44'Gens kodiert werden 

L2.L Klonierung von pGEX-Fusionsproteimn 

Die gesamte variante' Region des HPKII-Typs von CD44v (Hofinann et al, 1991) 
25 wurde aus menschlicher Keratinozyten-cDNA durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
amplifiziert. Die beiden PCR-Primer 5 '.CAGGCTGGGAGCCAAATGAAGAAAATG-3 ' 
(SEQ ID NO: 11), Positionen 25-52, und 5 '.TGATAAGGAACGATTGACATTAGAGTT 
GGA-i' (SEQ ID NO: 12), Positionen 1013-984 der LCLC97-varianten Region, wie von 
Hofinann et aL beschrieben, enthielten eine EcoRI-Erkennungsstelle, die benutzt wurde, um 
BO das PCR-Produkt direkt in den Vektor pGEX-2T (Smith et aL, 1988) zu klonieren. Das 
resuhierende Konstrukt (pGEX CD44v HPKII, v3-vlO) kodiert fur ein Fusionsprotein von 
--70 kD, bestehend aus Glutathion-S-transferase von Schistosoma japonicum und den 
Exons v3-vlO von humanem CD44 (Fig. 1; Heider et aL, 1993). Das Fusionsprotein wurde 
in E. coll exprimiert und anschlieBend uber Glutathion-Agarose aflSnitatsgereinigt (Smith e( 
35 aL, 1988). 

Um Subklone der varianten Regionen zu erhalten, die fur Affinitatsreinigungen und 
Westem-Blot-Analysen verwendet werden konnten, wurden Fragmente kloniert, die DI 
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CD44-Exons in der Nachbarschaft der varianten Exonsequenzen. cDNAs wurden durch 
reverse Transkription hergestellt und vor der CD44s-AmpIifikation mit Glycerinaldehyd- 
Phosphat-Dehydrogenase-PCR getestet, um die Qualitat und Menge der synthetisierten 
cDNAs zu Qberpriifen (K). Die PCR-Produkte, die mit CD44-Standard-Priinem erhalten 
5 wurden, wurden auf 1.2%iger Agarose (1) aufgetrennt und auf eine Hybond-N+-Membran 
(Ajnersham) transferiert. Der gleiche Filter wurde dann nacheinander mit Proben hybridi- 
siert, die fiir die varianten Exons v3-vlO (A-H) spezifisch waren, wie in der Figur angezeigt. 
Spuren 1-4: nonnale Zervixproben von 4 verschiedenen Patienten. Expositionszeit: 45-60 
Minuten. 

JO 

Fig. 16: Southem-Blot-Analyse von PCR-Amplifikationsprodukten von individuel- 
len Proben von Tumoren des Zervix uteri. Die PCR-Primer waren die gleichen wie in Fig. 
15 beschrieben. Die PGR Produkte, die mit CD44-Standard-Primem erhalten wurden, 
wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt (7). Nach dem Southern Blotting wurde der Filter 
15 nacheinander mit Proben hybridisiert, die spezifisch ffir die varianten Exons v3-vlO (A-H) 
waren, wie in der Figur angezeigt Spur J: negative KontroUe; Spur 2: Brusttumorprobe als 
positive KontroUe; Spuren 3-14: Zervixtumor-Prbben von 12 verschiedenen Patientinnen. 
Spur 7 stellt den gleichen Tumor dar wie in Fig. 14 gezeigt. Expositionszeit: 2-5 Minuten 
l^-H), 15-20 Minuten (L;. 

20 

Im folgenden wird die Eignung des eriSndungsgemaBen Verfahrens zur Diagnose 
und/oder Analyse von Tumbren beispielhaft fiir Mamma-, Magen-, Kolon- und Zervixkarzi- 
25 nome demonstriert. 
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(v3), Dn/m (v5, v6), und DDI (v6, v7) enthielten, wobei die passenden Restriktionsschnitt- 
stellen verwendet wurden. Fusionsprotein DI enthalt die CD44-Sequenz, die von Stamen- 
kovic et al. (1989) beschrieben wurde, von Position 744, bis zur Position 142 der Sequenz 
von variantem CD44, wie sie von Hofmann ei aL (1991) beschrieben wurde. Fusionsprotein 
5 Dn/m enthalt die variante Sequenz von Position 290-460, Fusionsprotein DDI die variante 
Sequenz von Position 378-638 (Hofiiiann et al, 1991). Die DI und DEI enthaltenden 
Fragmente wurden in das pGEX-Vektorsystem, das Dn/UI-Fragment in den pATH-Vektor 
(Angel et al , 1 988) kloniert. 

iO 

L 2.2. Monoklonale Aniikdrper: Immunisierung und Screening 

Weibliche Balb/c Mause wurden intraperitoneal mit aflfinitatsgereinigtem Fusions- 
protein (GST-CD44v3-10) immunisiert. Bei der 1. Immunisierung wurden 90 \ig Fusions- 

is protein in komplettem Freund'schen Adiuvans, bei der 2. und 3. Immunisierung je 50 ^g 
Fusionsprotein in inkomplettem Freund'schen Adjuvans appliziert. Die Immunisierungen er- 
folgten im Abstand von jeweils 4 Wochen. 14 Tage nach der letzten Immunisierung wurden 
die Tiere noch an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit jeweils 10 |ig Fusionsprotein in PBS 
immunisiert. Am darauffolgenden Tag wurden Milzzellen eines Tieres mit hohem 

20 Antikorpertiter mit P3.X63-Ag8.653-Mausmyelomzellen mit Hilfe von Polyethylenglycol 
4000 fusioniert. Die Hybridomzellen wurden dann in Nfikrotiterplatten m HAT-Medium 
selektioniert (Kohler et Milstein, 1975; Kearney etal, 1979). 

Die Bestimmung de^ Antikorpertiters im Serum bzw. das Screening der Hybridom- 
25 iiberstande wurde mit Hilfe eines ELISAs durchgefiihrt. Bei diesem Test werden zunachst 
Mikrotiterplatten mit Fusionsprotein (GST-CD44v3-10) oder nur mit Glutathion -S-transfe- 
rase beschichtet. AnschlieBend wurde mit seriellen Verdunnungen von Serumproben bzw. 
Hybridomiiberstanden inkubiert und die spezifischen Antikorper mit Peroxidase-konjugier- 
ten Antikorpem gegen Maus-Immunglbbulin nachgewiesen. Hybridome, die nur mit 
30 Glutathion-S-transferase reagierten, wurden verworfen. Die verbleibenden Antikorper wur- 
den zunachst in einem ELISA mit domanenspezifischen Fusionsproteinen (Exon v3, Exon 
v5 + v6, Exon v6 + v7, Exon v8 - vlO) charakterisiert (Koopman et al, 1993). Ihre im- 
munhistochemische Reaktivitat wurde an menschlichen Hautschnitten getestet. 

35 Die Exonspezifitat verschiedener Antikorper ist in Fig.l dargestellt. VFF7 erkennt 

ein Epitop in der Aminosauresequenz von Exon v6. VFF8 erkennt ein Epitop in der Amino- 
sauresequenz von Exon v5. VFF-17 erkennt ein Epitop, das von den Exons v7 und v8 ge- 
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meinsam kodiert wird. Die Antikorper NKI-Pl und SFF2 erkennen Epitope im Standard- 
anteil der extrazellularen Domane in der Nahe des N-Terminus. 

5 Polyklonale Antikorper 

Die Herstellung und Reinigung polyklonaler Antiseren gegen die variante Region 
des CD44-Molekuls ist in der Literatur beschrieben (Heider et al, 1993). Die Exonspezifi- 
tat des Gesamtsenims (anti-CD44v) sowie afiinitatsgereinigter Fraktionen (anti-DI, anti- 
w Din) ist in Fig. 1 angezeigt. 



J.J. Immunhistochemie von Gewebsschnitten von Mammakarzinomen und Auswertung 
im Vergleich mit anderen prognostischen Faktoren 

IS 

Immunfarbungen warden nach StandardprotokoUen wie fruher beschrieben durchge- 
fuhrt (Heider et al, 1993). Gefrierschnitte (6-7 ^m) wurden in eisgekiihltem Metlianol 4 
min., dann in Aceton 1 min. fixiert, in PBS (8 g/1 NaCl, 0.2 g/1 KCl, 1.44 g/1 Na2HP04, 0.24 
g/1 KH2PO4, pH 7.4) gewaschen und mit normalem Ziegenserum (10% in PBS) prain- 

20 kubiert. Dann wurden sie 3 x mit PBS gewaschen und fur 1 Stunde mit dem Primarantikdr- 
per (in PBS, 1% BSA) inkubiert. Fiir monoklonale Antikorper wurde eine Endkonzentra- 
tion von 5 ^g/ml verwendet. AfiBnitatsgereinigte polyklonale Seren wurden auf normalen 
Hautkeratinozyten titriert, um optimale Farbungsergebnisse zu erhalten. Endogene Peroxi- 
dase wurde mit 0.3 % HjOj in Methanol blockiert und die Schnitte mit biotinyliertem 

25 Zweitantikorper (entweder anti-Maus oder anti-Kaninchen F(ab%, DAKO Corp., Santa 
Barbara, CA, USA, abhangig vom verwendeten Primarantikorper) inkubiert. Der Immun- 
komplex wurde mit Meerrettich-Peroxidase visualisiert, die als Streptavidin-Biotin- 
Peroxidasekomplex an Biotin gekoppelt wurde (DAKO). Nach dreiBigminutiger Inkubation 
mit dem Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex wurden die Schnitte mit 3,3-Amino-9- 

30 ethyl-carbazol (Sigma Chemicals, Deisenhofen, Deutschland) fur 5 bis 10 min. entwickelt 
und die Reaktion mit HjO abgestoppt. Die Zellen wurden mit Hamatoxylin gegengefarbt, 
mit Glyzerin-Gelatine eingedeckelt und mikroskopisch untersucht. 

Eine Auswertung der Expression von SpleiBvarianten wurde bei einer Gesamtzahl 
35 von 60 primaren Bnisttumoren durchgefiihrt. Bei 59 Patienten wurden in einem ausreichend 
langen Zeitraum Nachfolgeuntersuchungen durchgefiihrt (Mittel 35 Monate, Bereich 3-77), 
um eine Auswertung des prognostischen Einflusses zu eriauben. Das mittlere Alter der 
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Patienten betrug 51 (31-79) Jahre. 21 Frauen hatten keine axillaren Lymphknotenmetasta- 
sen. Zwischen einem und neun positive Knoten wurden in 21 Patienten gefunden, 10 oder 
mehr traten bei 16 Patienten auf. 11 Patienten erhielten nach der primaren chirurgischen 
Theraple keine weitere adjuvante Therapie, wahrend 12 Patienten mit 30 mg Tamoxifen fiir 
i 2 Jahre behandelt wurden und 36 Patienten je sechs Zyklen zytotoxische Chemotherapie 
erhielten. Die Gefiierschnitte wurden kodiert und in verschiedenen Laboratorien unabhSngig 
voneinander im Hinblick auf nukleare und histologische Gradierung sowie auf immunhisto- 
logische Farbung mit Antikorpem gegen das v6-Epitop ausgewertet. Die Auswertung der 
gefarbten Objekttrager wurde ohne Kenntnis des Krankheitsverlaufs durchgefuhrt. Parallel 
10 dazu wurden andere CD44-Epitope untersucht. Die Farbung wurde auf einer Skala von 0-4 
gewichtet. Eine Farbung von 0-1 wurde als negativ (14 Patienten), eine Farbung von 2-4 
positiv (45 Patienten) bewertet. 

Die untersuchten Tumorproben waren fast 100 % positiv fur eine der CD44-Isofor- 
is men, wahrend normales Mammaepithel sowie benigne Hypertrophien CD44 nicht expri- 
mierten. 82 % dieser Tumoren trugen das v6-Epitop. Ein typisches Farbungsmuster eines 
Tumorschnittes zeigt Fig. 8. AUe Lymphknotenmetastasen (16 Falle) waren v6-positiv, was 
nahelegt, daB v6-Expression mit fortgeschrittenem Tumorstadium korreliert. 

70 Die semiquantitative Auswertung der immunologischen Reaktionen ergab uberra- 

schend einen engen Zusammenhang zwischen v6-Expression und Prognose. Die Expression 
anderer untersuchter Epitope, z.B. v3 oder vlO, ergab keine so enge Korrelation. Die uni- 
variate Uberlebensanalyse (Tabelle 1) zeigte, daB hohe Expression des varianten Epitops v6 
(Antikorper VFF7) ein sigiiifikanter prognostischer Parameter fiir eine schlechte Gesamt- 

25 uberlebenszeit (OAS, p = 0.02, Tabelle 1 und Fig. 5) ist. Der prognostische Wert ist besser 
als der des Lymphknotenstatus (p = 0.05) und der der S-Phasen-Fraktion (p = 0.03) und 
vergleichbar mit dem der histologischen Gradierung. Zusatzlich wurde der Zusammenhang 
zwischen Lymphknotenbeteiligung bzw. v6-Expression und OAS mit einer multivariaten 
Cox-Regressionsanalyse untersucht (Tabelle 2). Das Risikoverhaltnis war in Patienten mit 

30 einer kleinen Zahl von Lymphknotenmetastasen geringer im Vergleich zu solchen mit vielen 
positiven Knoten. Die Expression des v6-Epitops korrelierte ebenfalls mit einem erhohten 
Risikoverhaltnis. Die Bestimmung des v6-Epitops ist bei der Voraussage der OAS dem 
Lymphknotenstatus iiberlegen. Analoges gilt fiir die v5-Expression. Die univariate 
Uberiebensanalyse zeigte, daB hohe Expression des Epitops v5 (Antikorper VFF8) ebenfalls 

35 ein signifikanter prognostischer Parameter fur eine schlechte Gesamtuberiebenszeit ist (p = 
0.02). Das v3-Epitop zeigt ebenfalls einen Zusammenhang mit einer schlechten OAS, jedoch 
lediglich im Grenzbereich der Signifikanz (p = 0.08, Tabelle 1 und Fig. 4). Dagegen ist vlO- 
Expression ein deutlich schlechterer prognostischer Parameter (p = 0.3). Die Unterschiede 
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zwischen den Expressionsraten der varianten Exons laBt sich mit dem Vorliegen von ge- 
nxischten Populationen erklaren, in der unterschiedliche SpleiBvarianten nebeneinander 
existieren. Obwohl die Prasenz von v3- und vS-Sequenzen korreliert ist (p = 0.001), ist v6 
die bessere Determinante der Tumorprogression. Hohe v6-Expression korreliert signifikant 

s mit positivem Lymphknotenstatus (p = 0.05) und hohem S-Phasenanteil (p = 0.008) sowie 
histologischer Gradierung (p = 0.06). Die Kombination von v6-0berflachenexpression und 
histologisdier Gradierung verbessert die prognostische Signifikanz. Alle Patienten, deren 
Primartumoren einen niedrigen v6-Gehalt batten und die gut diflFerenziert waren, uberlebten 
die Krankheit (Fig. 7), Mehr als 50 % der Patienten, die v6-positive Primartumorzellen des 

JO Grades 3 batten, starben innerhalb von 65 Monaten. War jeweils einer der beiden Faktoren 
ungunstig, war die Uberlebensrate intermediar (p = 0.004). Die Kombination von v3-Epitop 
und histologischer Gradierung war nicht besser als die Gradierung allein (p = 0.02). 
Adjuvante zytotoxische Therapie war efFektiver, wenn der Tumor Exon v6 nicht exprimierte 
(p = 0.07), als wenn er es tat. 

JS 

Die Untersuchung demonstriert klar den uberraschenden prognostischen Wert des 
erfindungsgemaflen Verfahrens, insbesondere auf Grundlage der Expression der varianten 
Exons v5 und v6, fur das Mammakarzinom. 

20 
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Tabelle 1: Univariate Analyse zum Vergleich von Gesamtuberlebenszeit (OAS) in 
Relation zu iiblicheh prognostischen Faktoren und der Expression der Spleifivarianten v3 
und v6 in 59 Bnistkrebs-Patienten unter Verwendung von Petos logarithmischem Reihen- 
test 



Parameter 


OAS 
p-Wert 


Patientenalter bei Diagnose 


(< 50 / > 50 Jahre) 


0.5 


GroBe des Primartumors 


(<2/<5/>5cm) 


0.6 


Gradierung 


(i/n/m) 


0.02 


beteiligte axillare Lymphknoten 


(0-3 / > 4) 


0.05 


beteiligte LymphgefaBe benachbart zum 


(negativ / positiv) 


0.03 


Tumor 






Ostrogem'ezeptor 


(< 20 / > 20 fmol/mg) 


0.001 






0.001 


Ploiditat, DNA-Index 


(<1.1/>1.1.) 


0.8 


Prozentzahl der Zellen in der S-Phasen- . 


(<5/>5%) 


0.1 


Fraktion 






Exon v3 (DI) 


(WertungO-1 /2-4) 


0.08 


Exon v5 ( VFF8) 


(WertungO-1/2-4) 


0.02 


Exon v6 ( VFF7) 


(Wertung 0-1 / 2-4) 


0.02 


ExonvlO(VFF16) 


(Wertung 0-1 / 2-4) 


0.3 


Exon v3 + Gradierung 


(0/1/2 ungiinstige 


0.02 




Parameter) 




Exon v6 -1- Gradieaing 


(0/1/2 ungunstige 


0.004 




Parameter) 





Tabelle 2: Multivariate Analyse, die das Ergebnis einer proportionalen Risiko-Re- 
gressionsanalyse des gleichzeitigen Einflusses des nodalen Status und der Oberflachen- 
expression des CD44-v6-Epitops auf die OAS zeigt. Es wurde Cox's partielles nichtparame- 
10 trisches Regressionsmodell benutzt, um die Voraussagekraft der Faktorkombinationeh zu 
bestimmen. 



Faktor 


berechnetes 
Risikoverhaitnis 


p-Wert 


Lymphknotenstatus, 0-3 versus ^ 4 
v6, negativ versus positiv 


2.45 
5.56 


0.12 
0.10 
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Beispiel 2: Diagnose und Analyse von Magenkarzinomen 

2.1. Tumoren und Gewebe 

5 Tumorproben und Normalgewebe wurden aus den Bestanden der Abteilung Patho- 

logic der Universitat Wurzburg, Deutschland, ausgewahlt. Die Proben waren unmittelbar 
nach der chinirgischen Entnahme schockgefroren und bis zur Venvendung bei -80°C gela- 
gert worden. Normalgewebe wurde von zwolf verschiedenen Tumor-Patienten sowohl aus 
der Korpus- als auch aus der Antrumregion des Magens entnommen. Pathologische Gewebe 

JO wurden von einer Gesamtzahl von 47 Patienten mit einem Durchschnittsalter von 63 Jahren 
erhalten. Von den Primarkarzinomen gehorten 29 zum intestinalen und 18 zum diffiisen Typ 
nach Lauren (1965). Die Tumorstadien reichten von lokalisiert (pTl) bis ausgedehnt (pT4), 
-die histologische Gradierung von gut difFerenzierten (Gl) bis schlecht difFerenzierten (G3) 
Adenokarzinomen. 

JS 

2.2. Imntunhistochemie von Magentumoren 

Die Herstellung der verwendeten Antikorper sowie die Durchfiihrung der Immun- 
20 farbungen kann Beispiel 1 entnommen werden. 

Polyklonale Antiseren, die gegen die Epitope v3-vlO gerichtet sind (CD44v in 
Fig.l), farbten 42/42 Gefrierschnitte von Magentumoren (Tabelle 3, Beispiele in Fig. 9a,b). 
Die Farbung war heterogeri im Hinblick auf Intensitat und Verteilung. Zwischen 5% und 

25 100% der Tumorzellen waren mit unterschiedlicher Intensitat angefarbt. Dies bestatigt den 
Befiind von Heider et al (1993), daB Adenokarzinome CD44-SpleiBvarianten exprimieren. 
Uberraschend zeigten die nachfolgenden Untersuchungen jedoch, daB sich die Feinanalyse 
des Expressionsmusters der verschiedenen varianten Exons zur Diagnose und/oder Analyse 
von Magenkarzinomen eignet. Dabei sind sowohl qualitative als auch semiquantitative 

30 SchluBfolgerungen moglich. 

Gefrierschnitte von Tumoren wurden mit exonspezifischen monoklonalen Antikor- 
pem (mAbs) untersucht. Fast alle Tumoren, die positiv mit dem polyklonalen Antiserum 
reagierten, reagierten ebenso positiv mit einem mAb gegen ein Exon-v5-spezifisches Epitop 
B5 (VFF8; Tabelle 3; ein Beispiel zeigt Fig. 9f). Im Gegensatz dazu war die Reaktion mit dem 
v6-spezifischen Antikorper VFF4 viel starker eingeschrankt, nur 26/42 Tumoren reagierten 
positiv (Tabelle 3). Mabs, die andere Exons erkannten (v3/4, v7, v8-10), banden nicht 
(Tabelle 3). 
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Uberraschenderweise waren 23 der 26 VFF4-positiven Tumoren Adenokarzinome 
des intestinalen Typs, wahrend 14 der 16 v6-negativen Falle Siegelringkarzinome des difiu- 
sen Typs waren (ein Beispiel ist in Fig. 9c gezeigt). Die vorliegende Erfindung stellt somit 
erstmalig rinen molekularen Marker zur Unterscheidung verschiedener Subtypen von Ma- 
s genkarzinomen bereit. 

Von 10 Patienten waren sowohl Primartumoren als auch Lymphknotenmetastasen 
erhaltlich. Funf dieser Paare gehorten zum intestinalen Typ und fiinf zum dijSiisen Typ. Epi- 
tope, die durch das polyklonale Antiserum erkannt wurden, waren sowohl auf den Pri- 

jo martumoren als auch auf den Metastasen von alien 10 Tumorpaaren prasent (Tabelle 4; Fig. 
9a und b zeigcn den Primartumor Nr. 9069/90 von Tabelle 4 und die zugehorige Lymph- 
knotenmetastase). Alle Tumorproben (Primartumoren und Metastasen) reagierten mit dem 
fur Exon v5 spezifischen mAb VFF8. Alle Proben, die zum intestinalen Typ gehoren, rea- 
gierten positiv nach Inkubation mit dem fiir Exon v6 spezifischen mAb VFF4, wahren von 

js den Siegelringkarzinomen nur ein Paar zur VFF4'^-GTuppe gehorte (vgl. Tabelle 4). Es 
wurden keine Unterschiede in der Farbungsintensitat zwischen Primartumoren und Meta- 
stasen entdeckt, noch gab es konsistente Unterschiede im Anteil von CD44v-positiven Zel- 
len zwischen Primartumor und Metastasen (Tabelle 4). Dies trifft insbesondere auf die 
Lymphknotenmetastasen der VFF4(Exon v6)-negativen Siegelringkarzinome des difiiisen 

20 Typs zu, die ebenfalls nicht mit diesem mAb reagierten (Tabelle 4). Die vorliegende Erfin- 
dung stellt sonut auch erstmalig ein Verfahren sowie die Ivfittel zu seiner Durchfiihrung 
bereit, mit dem durch Analyse von Metastasen anhand molekularer Marker direkte Ruck- 
schliisse auf den Primartumor ernes Adenokarzinoms mogjich sind. 

23 Um zu untersuchen, ob die Expression von CD44v in Adenokarzinomen, insbeson- 

dere des Magens, ein Ergebnis des Transformationsprozesses ist, oder ob CD44 bereits im 
Normalgewebe, z.B. des Gastrums, exprimiert wird, wurden Grefrierschnitte von normaler 
gastrischer Mucosa von zwolf verschiedenen Patienten durch inununhistochemische Far- 
bung mit fur CD44-Varianten spezifischen Antikorpem analysiert. Alle zwolf Proben farb- 

30 ten positiv mit dem polyklonalen Serum sowie mit einigen der monoklonalen Antikorper. 
Mit dem polyklonalen Antiserum (Exons v3-vl0) und dem mAb VFF8 (Exon-Sequenz v5) 
wurden positive Reaktionen auf dem mucoiden Oberflachenepithel, in der foveolaren Proli- 
ferationszone und in Arealen von intestinaler Metaplasie erhalten (ein Beispiel ist in Fig. 9d 
gezeigt). Interessanterweise reagierten diese letzteren Areale auch positiv mit VFF4 (Exon- 

35 Sequenz v6), wahrend andere Telle des normalen Magenepithels nicht mit diesem mAb 
reagierten (Fig. 9c). Alle anderen mAbs (VFFll, VFF9, VFF14; Epitopspezifitat vgl. Fig. 
1) reagierten nicht. In bestimmten Bereichen der Magenmucosa wird also eine SpleiB van- 
ante von CD44 exprimiert, die die Exonsequenz v5 tragt, und die deshalb in der Expression 
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den Zellen von Karanomen des diffiisen Typs ahnelt Bereiche der Magenmucosa, die durch 
intestinale Metaplasien gekennzeichnet sind, tragen dagegen Epitope beider Exons v5 und 
v6 und sind in der Expression daher Karzinomen vom intestinalen Typ ahnlich. Diese 
Befunde unterstiitzen die These, dafi die Tumoren von diesen jeweiligen Zelltypen abstam- 
s men und das Expressionsmuster der Zellen aufrechterhalten, von denen sie abstammen. Die 
vorliegende Erfindung macht solche Analysen von Adenokarzinomen, insbesondere des 
Magens, erstmalig moglich. 

10 Tabelle 3: Expression von varianten CD44-Epitopen auf den Zelloberflachen von 

Magentumoren 





Serum' 


Mono 


donab Antikorper 


Adenokaxzanome 


aCD44v 
(v3-vlO) 


VFFll 
(v3/4) 


VFF8 
(v5) 


VFF4 
(v6) 


VFF9 
(v7) 


VFF14 
(v8-10)_ 


Diffuser Typ 
Intestinaler Typ 
Gesamt 


17/172 
25/25 
42/42 


0/17 
0/25 
0/42 


14/17 
25/25 
39/42 


3/17 
23/25 
26/42 


0/17 
0/25 
0/42 


0/17 
0/25 
0/42 



' polyklonales Antiserum 

^ Zahl positiver Tumoren/Zahl der untersuchten Tumoren 
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Tabelle 4: Expression von varianten CD44-Epitopen in Primartumoren des Magens 
und den entsprechenden Lymphknotenmetastiisen 

Antikorperspezifitat 



polyklonales Senim monoklonale Antikorper 

antiCD44v VFF8(v5) VFF4 (v6) 



Adenokarzinome' 


Intensitat 


pos. Zellen 


Intensitat 


pos. Zellen 


Intensitat 


pos. Zellen 






PT/LN 




PT/LN 




PT/LN 


Diffiiser Typ 


645/89 




100V100« 


-H- 


20/90 




0/0 


12589/89 


++ 


40/50 


-H- 


80/90 




0/0 


12924/89 


-H- 


70/80 


-H- 


40/30 




0/0 


25501/89 


++ 


90/70 


4+ 


70/70 


++ 


30/30 


33383/89 


++ 


80/30 


++ 


40/20 




0/0 


Intestinaler Typ 


32761/88 


-H- . 


60/10 


+ 


10/20 


+ 


20/90 


33295/88 


++ 


90/10 


++ 


80/60 


+ 


40/40 


9891/89 


+++ 


100/80 


++ 


70/70 


++ 


20/5 


18352/89 


+++ 


90/90 


-l-H- 


90/80 


++ 


70/50 


9069/90 


++ 


90/90 


++ 


60/60 


+ 


20/80 



5 PT= Primartumor; LN= Lymphknotenmetastasen 



Zi. Western-Blot'Analyse 

Zellen wurden durch Ultraschall lysiert und in SDS-Gel-Probenpuflfer 3 min. gekocht 
(Lammli, 1970). Gleiche Proteinmengen (ermittelt durch Farbung des Gels mit Coomassie 
Brilliant Blue) wurden elektrophoretisch in einem denaturierenden 6%igen Polyacrylamidgel 



3 Die Zahlen beziehen sich auf Tumoren und die entsprechenden Lymphknotenmetastasen (nicht getrennt 
angezeigt). Die Tumoren sind in der Sammlung enthalten, die in Tabelle I dargestdlt witrde. 
Intensitat (well es keinen Unterschied in der Intensitat zwischen Primartumor und Lymphknoteruneta- 
stase gab, isi hier die gemeinsame Farbung angezeigt: - negativ. + schwach. -h- mafiig, +-h- stark 

^ Prozcntsatz positiver Tiunorzellen im Primartumor 

^ Prozentsatz positiver Tumorzellen in einer Lymphknotenmetastase des gleichen Patienten 
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aufgetrennt (Lammli, 1970). Die Proteine wurden auf Polyyinyliden Difluorid-Membran 
(Millipore, Eschbom, Deutschland) iibertragen, wobei ein Transblot-Gerat (BIO-RAD La- 
boratories, Munchen, Deutschland) verwendet wurde. Unspezifische Wechselwirkungen 
wurden durch Prainkubation der Membranen mit einer Milchpulversuspension (10% 

J Trockenmilchpulver in PBS) blockiert. Die Membranen wurden dann bei Raumtemperatur 
mit dem polyklonalen anti-CD44- Antiserum (vgl. Fig. 1) inkubiert, gefolgt von einer weite- 
ren Inkubation mit mit alkalischer Phosphatase konjugiertem Ziegen-anti-Kaninchen-IgG 
(Amersham, Braunschweig, Deutschland). Die Inkubationszeit betrug jeweils eine Stunde. 
Nach jeder Antikorperinkubation wurden die Membranen mit PBS gewaschen, das 0.3% 

w Tween 20 (Sigma) enthielt. Die Bindung der Antikorper wurde unter Verwendung eines 
Enhanced Chemoluminiscent System (Amersham) nachgewiesen. 

14. Reverse Transkription /PCR-Amplifikation 

JS 

Urn zu untersuchen, ob die Expressionsmuster der SpleiBvarianten in normalem 
Gewebe und in Tumorgewebe gleich oder unterschiedlich sind, wurde RNA von Normal- 
gewebe und aus Tumoren isoliert, revers transkribiert, durch PGR amplifiziert und mit 
Exon-spezifischen Proben hybridisiert. Fur die PGR wurden Primer benutzt, die auf der 5 - 
20 bzw. 3 -Seite der Insertionsstelie der varianten Exons lokalisiert sind. 

2 |ig Gesamt-RNA (aus Geweben) oder polyA"^-RNA (aus Zeliinien) wurden isoliert 
und revers transkribiert, wie in der Literatur beschrieben (Giinthert et al, 1991). 5 ^il der 
Erststrang-cDNA wurden rhit 7a^-Polymerase (Amersham) in 50 \i\ unter den vom Her- 

25 steller empfohlenen PufFerbedingungen amplifiziert. Fur die GAPDH-PCR wurden Oligo- 
nukleotide verwendet, die zu den Positionen 8-29 und 362-339 der publizierten cDNA- 
Sequenz (Allen et al, 1987) homolog waren. Nach 26 Amplifikationsrunden (95'*C fiir 1 
min., 62°C fiir 1 min., 72°C fur 2.5 min.) woirden 10 \x\ des Reaktionsansatzes in einem 
1.4%igen Agarosegel aufgetrennt und das Amplifikationsprodukt nach Farbung mit Ethidi- 

30 umbromid unter UV-Licht visualisiert. Zur Amplifikation der varianten CD44-Transkripte 
wurden Primer verwendet, die homolog zu den Positionen 513-540 (S'-oligo) und 900-922 
(3'-oligo) der publizierten menschlichen CD44-Sequenz (Stamenkovic et ai, 1989) waren. 
Nach 36 Amplifikationsrunden (94^0 fur 1 min., 62°C fur 1 min., 72*'C fiir 2.5 min.) wur- 
den 10 |il des Reaktionsansatzes in einem Agarosegel aufgetrennt, nach Farbung des Gels 

35 mit Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert und anschliefiend auf Nylon-Membranen fiir 
die Durchfiihrung der Southern Blots (vgl. Fig. 10 und 12 so wie die zugehorigen Abbil- 
dungstexte) nach Standardprotokollen (Sambrook etal., 1985) iibertragen. 
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Durch Ethidiumbromidfarbung von Agarosegelen wurde sowohl in Proben aus nor- 
maler Mucosa als auch in Tumorproben ein dominantes PCR-Produkt detektiert, das nach 
seiner GroBe der Form CD44s entsprach. PCR-Produkte geringerer Prominenz wurden 
nach Ubertragung auf Nylonmembranen und Hybridisierung mit Exon-spezifischen Proben 
5 nachgewiesen (Fig. 10). Durch Hybridisierung mit einer v5-spezifischen bzw. einer v6-spe- 
zifischen Probe wurde die Expression von Exon v5 bzw. v6 enthaltender RNA nachgewie- 
sen. Es ergab sich eine deutliche Differenz im Muster der RNA, die in normalem Gewebe 
und in Tumoren exprimiert wurde. Die RNA-Muster unterschieden sich femer von Tumor 
zu Tumor. 

RNA von 10 der 12 Proben von normaler Magenmucosa, die auch in der Immunhis- 
tochemie untersucht worden waren, ergab zwei dominante Banden, die mit Exons v6 hy- 
bridisierten, und zwei dominante Banden ahnlicher Grofie, die mit Exon v5 hybridisierten 
(vier reprasentative Beispiele sind in Fig. lOA und B gezeigt). RNA aus Tumorproben ergab 

js ein komplexeres und variableres Muster der SpleiBprodukte. Die Tumoren enthielten zu- 
mindest teilweise auch groBere SpleiBvarianten bis zu einer GroBe, die die Anwesenheit 
aller varianten Exonsequenzen vermuten laBt (Fig. 10). Offensichtlich waren nicht alle der 
durch diese Exons kodierten Epitope der Immunhistochemie zuganglich. Sowohl Tumoren 
vom diflRisen als auch vom intestinalen Typ zeigten starke Expression von Transkripten, die 

20 Exon v5 enthielten (Fig. lOA, Spuren 1-5). Allerdings gab es einen klaren Unterschied zwi- 
schen Tumoren vom diffusen und vom intestinalen Typ, was die Hybridisierung mit der 
Exon-v6-spezifischen Probe betraf. Wahrend in alien vier Proben vom intestinalen Typ 
Amplifizierungsprodukte nachgewiesen werden konnten, die Exon v6 enthielten (vgl. Fig. 
lOB, Spuren 1-4), zeigte die Probe eines Tumors vom difiusen Typ fast keine Hybridisie- 

25 rung mit der v6-spezifischen Probe (Fig: lOB, Spur 5). Die vorliegende Erfindung gestattet 
somit Diagnose und Analyse von Adenokarzinomen anhand molekularer Marker auf Nukle- 
insaureebene, und steUt die Nfittel dafiir zur Verfugung. Insbesondere gestattet das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren die Unterscheidung von Magenkarzinomen vom difiusen und vom 
intestinalen Typ sowie die Analyse der entsprechenden Metastasen auf Nukleinsaureebene. 



30 
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3.L Tumoren and Gewebe 

5 Normale und pathologische Gewebe wurden aus den Bestanden der Abteilung fur 

Pathologie, Academic Medical Center, Universitat Amsterdam, Niederlande, entnommen. 
Kolorektale Karzinome (n=39) wurden nach der Klassifikation von Dukes (1937, 1980) in 
Stadien eingeteilt, in Dukes A (n=9), Krankheit beschrankt auf die Darmwand; Dukes B 
(n=14), Ausdehnung liber die Muskelschicht hinaus ohne Metastasierung; Dukes C/D 

10 (n=16), Tumoren mit regionalen bzw. Femmetastasen. Adenome wurden unterteilt in fruhe 
Adenome (Durchmesser < 1 cm, n=ll) und spate Adenome (Durchmesser > 1 cm, n=12) 
und wurden als niedrig oder hoch differenziert nach Standardkriterien gradiert. 

IS 3.2. Immunhistochemie von Kolonkarzinomen 

Die Herstellung der venvendeten Antikorper sowie die Durchfuhrung der Immun- 
farbungen kann Beispiel 1 entnommen werden. 

20 Untersucht wurde eine Gesamtzahl von 70 normalen und pathologischen Kolonpro- 

ben. Tumoren wurden als "positiv" bezeichnet, wenn mehr als 10% der Tumorzellen ange- 
ferbt waren. Waren weniger als 10% der Tumorzellen gefarbt, wurde dies als "fokal" be- 
zeichnet. 

25 Die immunhistochemische Untersuchung von Gewebeproben ergab eine differentiel- 

le Expression von varianten CD44-Proteinen in normaler kolorektaler Mucosa, adenoma- 
tosen Polypen und kolorektalen Karzinomen (Fig. 13). Im normalen Kolonepithel ist die 
Expression von CD44-Proteinen begrenzt. Nur eine schwache Farbung an der Kryptenbasis 
zeigte sich in der Anfarbung mit einem monoklonalen Antikorper (mAb NKI-Pl) gegen den 

30 N-terminalen konstanten Anteil von CD44. Ein ahnliches Expressionsmuster wurde fiir die 
Epitope beobachtet, die durch die Exons v8-vlO kodiert werden. 

Expression anderer varianter Exons (v3-v6) war in normal em Kolonepithel nicht 
nachweisbar (Fig. 13). Wie das normale Kolonepithel, so exprimieren kolorektale Tumoren 
35 ebenfells SpleiBvarianten, die die Exons v8-vl0 enthalten. Die Expression ist jedoch viel 
starker und nicht mehr auf die Krypten begrenzt. Dariiber hinaus werden in Tumoren zu- 
satzliche Varianten gefiinden, die im normalen Kolonepithel nicht vorhanden sind. Diese 
Uberexpression und zunehmende Vielfalt von CD44- Varianten wird bereits in sehr friihen 
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Stadien der kolorektalen Tumorprogression beobachtet, 2.B. in fruhen Adenomen, die 
zusatziich zu den Exons v8-vlO zum groBten Tell CD44-Isofonnen exprimieren, die v5 
enthalten (Fig. 13). In weiter fortgeschrittenen Stadien der kolorektalen Tumorprogression, 
Z-B. in fortgeschrittenen Polypen und invasiven Karzinomen, nimmt das AusmaB der Ex- 
5 pression von v5-enthaltenden CD44-Varianten zu. Oberraschend war jedoch, dafi die Tu- 
niorprogression staric mit der Expression v6 enthaltender CD44-Isofonnen korrelierte (Fig. 
13): Expression dieses Exons war nachweisbar in keiner der normalen Kolonproben, in 9% 
der fruhen Polypen, in 45% der fortgeschrittenen Polypen und m 67% der invasiven Karzi- 
nome. (Chi-square Idf p < 0.0001). Dartiber hinaus war die Expression von v6 in Karzino- 

}o men signifikant korreliert zum Dukes-Stadium. Wahrend der Anteil positiver Proben in den 
nicht-metastatischen Dukes A und B Tumoren 52% betrug, war er 83% in der metastati- 
schen Dukes C/D-Gruppe (Chi-square Idf p < 0.05). Zusatziich konnte beobachtet werden, 
daB die Uberexpression v6 enthaltender CD44-Isoformen wahrend der Tumorprogression 
nicht nur durch die steigende Zahl positiver Falle reflektiert wird, sondem auch durch eine 

IS zunehmende Zahl positiver Zellen innerhalb eines Tumor sowie durch ein hoheres Expres- 
sionsniveau (starkere Anfarbung der Zellen). Die fokale Expression von v6 in Adenomen 
war mit einem weiteren Parameter der Tumorprogression korreliert, dem histologischen 
Tumorgrad, wobei in keinem von 17 Adenomen mit niedrigem, jedoch 5 von 6 Adenomen 
mit hohem Grad v6-Expression positiv war. 

20 

Informationen liber die v6-Expression, wie sie z.B. durch routinemaBige Immunhi- 
stochemie erhalten werden konnen, kOnnen also wegen des uberraschenden Zusammen- 
hangs speziell der v6-Expression mit dem Tumorstadium wertvolle Erkenntnisse fur Dia-- 
gnose und Prognose von Kolonkarzinomen ermoglichen. 

25 

Beispiel 4: Diagnose und Analyse van Zervixkarzinomen 

30 4.L Tumor- undNormalgewebeproben 

Tumor- und Normalgewebeproben des Gebarmutterhalses wurden von der Abtei- 
lung fiir Gynakologie der Universitat Heidelberg (Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Alle 
Proben wurden sofort nach der chirugischen Entnahme in flussigem StickstoflF schockgefro- 
ss ren und bis zur Verwendung bei -80°C aufbewahrt. 5 Normalproben v^rden von Patienten 
erhalten, an denen eine totale Hysterektomie im Zusammenhang mit nichtneoplastischen 
Erkrankungen vorgenommen wurde. 16 Zervixkarzinomproben (15 Plattenepithelkarzinome 
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und 1 Adenokarzinom) wurden ebenfalls untersucht. Die Stadien der Tumoren reichten vom 
FIGO-Stadium lb (n=7) uber Stadium lib (n=5) bis zum Stadium mb (n=4). 

s 4.2. Immunhistochemie von Zenfixkarzinomen 

Die Herstellung der verwendeten Antikorper sowie die Durchfuhrung der Immun- 
farbungen kann Beispiel 1 entnommen werden. 

JO 16 Zervixkarzinome und 5 Proben von normalem Zervixepithel wurden im Hinblick 

auf die Oberflachenexpression von N-terminalen und varianten Epitopen von CD44 (Fig. 1) 
und im Hinblick auf CD44-niRNA durch RT-PCR untersucht. Diese Daten erlauben 
SchluBfolgerungen im Hinblick sowohl auf (a) normale DifFerenzierung des Zervixepithels 
als auch (hj Karzinogenese. 

75 

(a) Epiiheliale Dijferemierung. N-terminale Epitope sind auf den subepithelialen 
Stromazellen und in alien epithelialen Schichten prasent (Fig. 14G). Die Prasenz von N- 
terminalen Epitopen zeigt CD44-Promotor-Aktivitat in alien Stromazellen und epithelialen 
Schichten an. Epitope varianter Exons treten in Stromazellen nicht auf, werden jedoch in 

20 Epithelzellen stark exprimiert. Allerdings gehen diese Epitope in Richtung der epithelialen 
Oberflache verloren und fehlen im stratum superflciale (Fig. 14A,C). Ein Epitop, das von 
dem Ubergangsstiick von Exons v7 und v8 gebildet wird und das von dem mAb VFF17 
(aw//-v7/v8) erkannt wird, fehit voUig im normalen Epithel (Fig. 14E). Das Muster der Im- 
munfarbung kann so interpfetiert werden, daB es die Oberflachenexpression von einer oder 

25 mehreren CD44-Isoformen mit regulierter Zuganglichkeit der Epitope (z.B. durch Glykosy- 
lierung) oder mit regulierter Synthese durch alternatives SpleiBen anzeigt. Dabei ist die 
Kombination der Exons v7/v8, die durch das Auftreten des Ubergangsepitops angezeigt 
wird, ausgeschlossen. Die 0-GlykosyIierungsstelle in der Nahe 5'-Endes von Exon v8 
(Giinthert et aL, 1991; Screaton et aL, 1992) konnte fur die Nichtzuganglichkeit des Epi- 

30 tops fiir den Antikorper verantwortlich sein. Regulierte Synthese von CD44-Isoformen, die 
variante Exons enthalten, wurde in aktivierten Lymphozyten und Hautkeratinozyten be- 
schrieben (Arch et al, 1992). Im Zervixepithel zeigen die hochaktiven und stark prolife- 
rierenden Basalzellen die starkste CD44v-Expression, wahrend die mehr ruhenden Oberfla- 
chenzellen dies nicht tun, obwohl Promotoraktivitat besteht, wie der Nachweis des N-ter- 

3$ minalen Epitops zeigt. Deshalb reprasentieren diese Unterschiede Veranderungen beim 
Spleiflen oder bei der Glykosylierung. 
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(b) Karzinogertese, Im deutlichen Kontrast zum normalen Epithel zeigen 15 von 16 
Proben von Zervixtumoren das v7/v8-Ubergangsepitop (Fig. 14F). Dies zeigt an, dafl ent- 
weder eine dramatische Anderung in der Modifikation der Epitope oder, und dies ist wahr- 
scheinlicher, eine dramatische Anderung im SpleiBmuster auftritt. Obwohl die Immunfar- 
5 bung nur semiquantitativ ist, zeigen femer Antikorper-Verdunnungsexperimente, daB 
CD44-Expression in alien Krebszellen gegenuber normalem Epithel verstarkt ist. 

Informationen uber die kombinierte Expression der Exons v7 und v8, wie sie 2.B. 
durch Nachweis des Ubergangsepitops dutch routinemaBige Immunhistochemie erhalten 
/o werden konnen, konnen also wegen des iiberraschenden Auftretens dieser kombinierten Ex- 
pression in Tumor-, nicht jedoch in Normalgewebe wertvolle Erkenntnisse fur Diagnose und 
Prognose von Zervixkarzinomen ermoglichen. 

15 4.3. Reverse Transkription / PCR-Amplifikation 

Um herauszufinden, ob alternatives SpleiBen nachgewiesen werden kann, wurden 
RNAs durch semiquantitative RT-PCR analysiert. 

20 3 \ig Gesamt-RNA (isoliert aus Tumor- oder Normalgewebe) wurden isoliert und 

revers transkribiert, wie fiuher beschrieben (Giinthert et al^ 1991). 5 ^l der Erststrang- 
cDNA wurden mit ragf-Polymerase (Amersham) in einem Volumen von 50 |il in Tii^-Poly- 
merase-Puflfer (Amersham) amplifiziert. Fiir die Glycerinaldehyd-Phosphat-Dehydrogenase- 
PCR wurden Oligonukleotide verwendet, die zu den Positionen 8-29 und 362-339 der pu- 

25 blizierten cDNA-Sequenz (Allen et ai, 1987) homolog waren. Fur die Amplifikation der 
varianten CD44-Transkripte wurden Primer verwendet, die zu den Positionen 513-540 und 
934-958 der publizierten menschlichen CD44-Sequenz (Stamenkovic ei al, 1991) homolog 
waren. Nach 25 (GAPDH) bzw. 30 (CD44) Amplifikations-Zyklen (1 Minute bei 94°C, 1 
Minute bei 62''C, 2.5 Minuten bei 72'*C) wurden 10 ^il des Reaktionsansatzes in einem 

30 1.2%igen Agarosegel aufgetrennt. Die Amplifikationsprodukte wurden nach Ethidiumbro- 
mid-Farbung sichtbar gemacht und die CD44-Produkte danach fur Southern-Blotting auf 
Nylonmembranen (Hybond-N+, Amersham) transferiert. ^^P-markierte Hybridisierungspro- 
ben wurden mit PGR synthetisiert, wobei CD44v-Exon-spezifische Primer verwendet wur- 
den, die zu den Positionen 24-53/81-110 (v3), 128-154/213-239 (v4), 243-271/327-356 

35 (v5), 357-383/456.482 (v6), 489-515/585-614 (v7), 621-647/692-718 (v8), 722-750/779- 
808 (v9) und 812-838/987-1013 (vlO) (Hofmann et aL, 1991) homolog waren. 
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Hybridisiemng mit Proben fur variante Exons bei langer Exposition dokumentieren 
die Prasenz altemativ gespldfiter langer CD44-Transkripte in den RNA-Proben (Fig. 15). 
Das groBte Fragment, das in alien Proben vorkonunt, 850 minus 440 Basenpaare, konnte 3- 
4 variante Exon-Sequenzen tragen. Moglicherweise kodiert diese RNA-Spezies CD44 v3- 
J v6 Oder v4-v7. Zusatzlich ist wenigstens eine andere Spezies vorhanden, die sogenannte 
epitheliale Variante CD44v8-vlO (ebenfalls mit einer Transkriptlange von 850 bp). Diese 
Daten stutzen die Annahme, daB eine CD44-Isofonn, die gieichzeitig v7 und v8 enthait, 
nicht existiert, und sprechen fur die Abwesenheit des Ubergangsepitops (v7/v8). Die Quelle 
der CD44S-RNA kann nicht eindeutig definiert werden. 

10 

PCR-Daten zeigen, daB fast alle Proben von malignem Gewebe RNA fiir CD44- 
SpleiBvarianten enthalten (Fig. 16). Die Spuren 6 und 9 von Fig. 4 reprasentieren Proben 
mit nur einer kleinen Zahl von Tumorzellen. Deswegen war die zu erwartende Menge an 
CD44V-RNA zu gering, urn ausreichend amplifiziert zu werden. Allerdings zeigten die 

J5 Tumorzellen starke Expression varianter Epitope in der Immunfarbung. Die Ethidium- 
bromidfarbung dokumentiert die relative Haufigkeit von PCR-Produkten in Tumorproben 
im Vergleich zu Proben von normalem Epithel (Intensitatsunterschied der Hybridisie- 
rungssignale 20fach) (Fig. 15). Es ist zu beachten, daB die Bande, die CD44s darstellt, aus 
RNA von Tumorzellen oder Stromazellen stammen konnte. Die relative Haufigkeit van- 

20 anter Exon-Sequenzen war von Probe zu Probe unterschiedlich. Interessanterweise waren 
unter den Proben mit der starksten Expression und der groBten Anzahl unterschiedlicher 
Isoformen diejenigen von Patienten, die zum Zeitpunkt der Operation bereits Lymphkno- 
tenmetastasen batten. 

2S Eine groBe mRNA-Spezies (1440 minus 440 Basenpaare der varianten Domane), die 

einer Isoform von CD44 mit Exons v3-vl0 entsprechen konnte, wurde in den in dieser 
Studie untersuchten Zervixkarzinomen haufig produziert. Dieses konnte die Isoform sein, 
die das v7/v8-Ubergangsepitop enthalt. Zusatzlich waren verschiedene kleinere Isoformen 
detektierbar, wobei das Hybridisierungsmuster sowohl CD44v3-v7, CD44v8-vlO, als auch 

30 andere Varianten reprasentieren konnte. Es kann gefolgert werden, daB Zervixkarzinome 
eine zweifache Veranderung der CD44 Expression zeigen: Verstarkung der Produktion von 
CD44-SpleiBvarianten sowie eine Anderung des SpleiBmusters, die zum Erwerb eines neuen 
(IJbergangs-)Epitops fiihrt. Obwohl es noch nicht klar ist, welche molekularen Funktionen 
die verschiedenen SpleiBvarianten erfiillen, scheint die Veranderung im SpleiBmuster einen 

ss selektiven Vorteil zu vermitteln. 
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SEQUEN 2PROTOKOLL 



(1) ALGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Ingelheim International GmbH 

(B) STRASSE: Binger Strasse 

(C) ORT: Ingelheim 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 55218 

(G) TELEPHON: 49-6132-772770 

(H) TELEFAX: 49-6132-4473 

(A) NAME: Kernf orschxingszentrum Karlsrxihe GmbH 

(B) STRASSE: Postfach 3640 

(C) ORT: Karlsruhe 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 76021 

(ii) ANMELDETITEL: Verfahren 2ur Diagnose und Analyse von 
Tumoren 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 12 

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) datentrXger: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 120 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii).ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 3.-119 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: exon 

(B) LAGE: 1..120 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

CA GAT GTA GAC AG A AAT GGC ACC ACT GCT TAT GAA GGA AAC TGG AAC 47 
Asp Val Asp Arg Asn Gly Thr Thr Ala Tyr Glu Gly Asn Trp Asn 
15 10 15 

CCA GAA GCA CAC CCT CCC CTC ATT CAC CAT GAG CAT CAT GAG GAA GAA 95 
Pro Glu Ala His Pro Pro Leu lie His His Glu His His Glu Glu Glu 
20 25 30 

GAG ACC CCA CAT TCT ACA AGC ACA A 120 
Glu Thr Pro His Ser Thr Ser Thr 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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35 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 39 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Asp Val Asp Arg Asn Gly Thr Thr Ala Tyr Glu Gly Asn Trp Asn Pro 
1 5 . 10 15 

Glu Ala His Pro Pro Leu lie His His Glu His His Glu Glu Glu Glu 
20 25 30 

Thr Pro His Ser Thr Ser Thr 
35 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) lXngE: 129 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUlS: DNS (genomisch) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 3 . . 128 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL,: exon 

(B) LAGE: 1..129 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

TC CAG GCA ACT CCT AGT AGT ACA ACG GAA GAA ACA GCT ACC CAG AAG 47 
Gin Ala Thr Pro Ser Ser Thr Thr Glu Glu Thr Ala Thr Gin Lys 
15 10 15 

GAA CAG TGG TTT GGC AAC AGA TGG CAT GAG GGA TAT CGC CAA ACA CCC 95 
Glu Gin Trp Phe Gly Asn Arg Trp His Glu Gly Tyr Arg Gin Thr Pro 
20 25 30 

AGA GAA GAC TCC CAT TCG ACA ACA GGG ACA GCT G 129 
Arg Glu Asp Ser His Ser Thr Thr Gly Thr Ala 
35 40 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) lXngE: 42 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 



ERSATZBLATT(REGEL 26) 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Gin Ala Thr Pro Ser Ser Thr Thr Glu Glu Thr Ala Thr Gin Lys Glu 
15 10 15 

Gin Trp Phe Gly Asn Arg Trp His Glu Gly Tyr Arg Gin Thr Pro Arg 
20 25 30 

Glu Asp Ser His Ser Thr Thr Gly Thr Ala 
35 40 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) iJiNGE: 132 Basenpaare 

(B) ART: Niikleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: DNS (genomisch) 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLtJSSEL: CDS 

(B) LAGE: 3.. 131 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLtJSSEL: exon 

(B) LAGE: 1..132 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 



CA GCC TCA GCT CAT ACC AGC CAT CCA ATG CAA GGA AGG ACA ACA CCA 47 
Ala Ser Ala His Thr Ser His Pro Met Gin Gly Arg Thr Thr Pro 
^ 5 10 15 

AGC CCA GAG GAC AGT TCC TGG ACT GAT TTC TTC AAC CCA ATC TCA CAC 95 
Ser Pro Glu Asp Ser Ser Trp Thr Asp Phe Phe Asn Pro He Ser His 
20 25 30 

CCC ATG GGA CGA GGT CAT CAA GCA GGA AGA AGG ATG G 132 
Pro Met Gly Arg Gly His Gin Ala Gly Arg Arg Met 
35 40 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO; 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 43 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Ala Ser Ala His Thr Ser His Pro Met Gin Gly Arg Thr Thr Pro Ser 
i 5 10 15 

Pro Glu Asp Ser Ser Trp Thr Asp Phe Phe Asn Pro lie Ser His Pro 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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20 25 30 

Met Gly Arg Gly His Gin Ala Gly Arg Arg Met 
35 40 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 102 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 



(ix) MERKHALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: CDS 

(B) LAGE: 3.. 101 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOsseL: exon 

(B) LAGE: 1..102 

(Xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

AT ATG GAC TCC AGT CAT AGT ACA ACG CTT CAG CCT ACT GCA AAT CCA 4 7 

Met Asp Ser Ser His Ser Thr Thr Leu Gin Pro Thr Ala Asn Pro 
1 5 10 15 

AAC ACA GGT TTG GTG GAA GAT TTG GAC AGG ACA GGA CCT CTT TCA ATG 95 
Asn Thr Gly Leu Val Glu Asp Leu Asp Arg Thr Gly Pro Leu Ser Met 
20 25- 30 

ACA ACG C 102 
Thr Thr 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO': 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 33 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Met Asp Ser Ser His Ser Thr Thr Leu Gin Pro Thr Ala Asn Pro Asn 
15 10 15 

Thr Gly Leu Val Glu Asp Leu Asp Arg Thr Gly Pro Leu Ser Met Thr 
20 25 30 

Thr 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 78 Aminosauren 



ERSATZBLArT(REGEL26) 
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(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Ala Ser Ala His Thr Ser His Pro Met Gin Gly Arg Thr Thr Pro Ser 
1 5 10 .15 

Pro Glu Asp Ser Ser Trp Thr Asp Phe Phe Asn Pro lie Ser His Pro 
20 25 30 

Met Gly Arg Gly His Gin Ala Gly Arg Arg Met Asp Met Asp Ser Ser 
35 40 45 

His Ser Thr Thr Leu Gin Pro Thr Ala Asn Pro Asn Thr Gly Leu Val 
50 55 60 

Glu Asp Leu Asp Arg Thr Gly Pro Leu Ser Met Thr Thr Gin 
65 70 75 

(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: X4 AminosMuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Gin Trp Phe Gly Asn Arg Trp His Glu Gly Tyr Arg Gin Thr 
15 10 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 



(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA: 

(A) lXngE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 2U nOWS 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
CAGGCTGGGA GCCAAATGAA GAAAATG 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA: 

(A) L&NGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS zu mRNS 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
TGATAAGGAA CGATTGACAT TAGAGTTGGA 3 0 



ERSATZBUTT (RE6EL 26) 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Diagnose und/oder Analyse von Tumoren, dadurch gekennzeich- 
net, daB dieses Verfahren auf dem Nachweis der Expression von mindestens einem varia- 

5 blen Exon des Grens CD44 beruht. 

2. Verfehren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es auf dem immuno- 
logischen Nachweis von mindestens einem Epitop, das von einem variablen Exon des Gens 
CD44 kodiert wird, beruht. 

10 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es auf dem Nachweis 
einer Nukleinsaure, die fiir mindestens ein variables Exon des Gens CD44 spezifisch ist, 
beruht. 

is 4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das 

variable Exon Exon v5, v6, v7 oder v8 ist bzw. das Epitop von Exon v5, v6, v7 oder v8 
kodiert wird. 



20 



25 



5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Exon v5 die Sequenz SEQ ID NO: 1, 

(D) VDRNGTTAYEGNW 
(GAG) AT GTA GAG AGA' AAT GGC ACC ACT GCT TAT GAA GGA AAC TGG 

N P E A H P P L I H H E H,H E 
AAC CCA GAA GCA CAC CCT CCC CTC ATT CAC CAT GAG CAT CAT GAG 

E E E T P H S T S T 
30 GAA GAA GAG ACC CCA CAT TCT ACA AGC ACA A 

Oder eine allele Variante davon, 

das Exon v6 die Sequenz SEQ ED NO: 3, 

QA'TPSST TEETATQ 
TC CAG GCA ACT CCT AGT AGT ACA ACG GAA GAA ACA GCT ACC CAG 
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KEQWFGNRWHEGYRQ 
AAG GAA CAG TGG TTT GGC AAC AGA TGG CAT GAG GGA TAT CX3C CAA 

TPR EDSHSTTGTA 
i ACA CCC AGA GAA GAC TCC CAT TCG ACA ACA GGG ACA GCT G 

Oder eine allele Variante davon, 

das Exon v7 die Sequenz SEQ ID NO: 5, 

A SAHTSHPMQGRTT 
CA GCC TCA GCT CAT ACC AGC CAT CCA ATG CAA GGA AGG ACA ACA 

PSPEDSSWTDFFNP . 
IS CCA AGC CCA GAG GAC AGT TCC TGG ACT GAT TTC TTC AAC CCA 

ISHP. MGRG HQAGRR 
ATC TCA CAC CCC ATG GGA CGA GGT CAT CAA GCA GGA AGA AGG 

20 M D 

ATG G 

oder eine allele Variante davon, 

25 das Exon v8 die Sequenz SEQ ID NO: 7, 

M D S SH STTLQPTAN 
AT ATG GAC TCC AGT CAT AGT ACA ACG CTT CAG CCT ACT GCA AAT 

30 PNTGLVED L D R T G P 

CCA AAC ACA GGT TTG GTG GAA GAT TTG GAC AGG ACA GGA CCT 

L S M T T Q 
CTT TCA ATG ACA ACG C 

35 

oder eine allele Variante davon hat. 
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6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die 
gleichzeitige Expression von v7 und v8 untersucht wird bzw. das Epitop von Exon v7 und 
Exon v8 gemeinsam kodiert wird. 

J 7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die beiden Exons fur 

die Aminosauresequenz SEQ ID NO: 9, 

AS AHTSHPMQGRTTPS PEDS SWTDFFNP I SHPMGRGHQAGRRMDMDS SHSTTLQPTANPNT 
GLVEDIiDRTGPLSMTTQ 

JO 

oder eine eine allele Variante oder ein Fragment dieser Sequenz kodieren. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Tumor ein Mamma-, Magen-, Kolon- oder Zervixkarzinom ist. 

]S 

9. Verwendung eines Antikorpers, der fur variantes CD44 spezifisch ist, in einem 
Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 8. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekermzeichnet, daB der Antikorper 
20 spezifisch ist fur ein Epitop, das durch eines der varianten Exons v5, v6, v7 oder v8 kodiert 

wird, oder das gemeinsam von den varianten Exons v7 und v8 kodiert wird. 

11. Verwendung nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Anti- 
korper ein monoklonaler Antikorper, ein Fab- oder F(ab*)2-Fragment eines Immunglobulins, 

2S ein rekombinant hergestellter Antikorper, ein rekombinant hergestellter single-chain-Anti- 
korper (scFv) oder ein chimarer bzw. humanisierter Antikorper ist. 

12. Verwendung einer Nukleinsaure in einem Verfahren gemaB einem der Anspru- 
che 1 bis 8. 

30 

13. Antikorper gegen variantes CD44, dadurch gekennzeichnet, daB er gegen ein 
Epitop gerichtet ist, das von Exon v5 kodiert wird. 

14. Antikorper nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB das Epitop in der 
35 Aminosauresequenz SEQ ID NO: 2, 

DVDRNGTTAYEGNWNPEAHPPLIHHEHHEEEETPHSTST 
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Oder einer allelen Variante dieser Sequenz enthalten ist. 

15. Antikorper gegen variantes CD44, dadurch gekennzeichnet, daQ er gegen ein 
Epitop gerichtet ist, das von Exon v6 kodiert wird. 

5 

16. Antikorper nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daC das Epitop in der 
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 4, 

QATPSSTTEETATQKEQWFGNRWHEGYRQTPREDSHSTTGTA 
Oder einer allelen Variante dieser Sequenz enthalten ist. 

17. Antikorper nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dafi das Epitop in der 
Aminosauresequenz SEQ ED NO; 10, 

75 

QWFGNRWHEGYRQT 

oder einer allelen Variante dieser Sequenz enthalten ist. , 

20 18. Antikorper gegen variantes CD44, dadurch gekennzeichnet, daB er gegen ein 

Epitop gerichtet ist, das von den Exons v7 und v8 gemeinsam kodiert wird. 

19. Antikorper nach Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet, daB er gegen ein Epitop 
gerichtet ist, das in der Aminbsauresequenz SEQ ID NO: 9, 

ASAHTSHPMQGRTTPSPEDSS\m)FFNPISHPMGRGHQAGRRMDMDSSHSTTLQPTANPOT 
GLVEDLDRTGPLSMTTQ 

Oder einer allelen Variante oder einem Fragment dieser Sequenz enthalten ist. 

30 

20. Antikorper nach einem der Anspriiche 13 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB 
er monoklonal ist. 

21. Antikorper nach einem der Anspriiche 13 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB 
35 er ein Fab- oder F(ab')2-Fragment eines Immunglobulins, ein rekombinant hergestellter 

single-chain-Antikorper (scFv) oder ein chimarer bzw. humanisierter Antikorper ist. 
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22. Venvendung eines Antikorpers gemaB einem der Anspriiche 13 bis 21 zur Dia- 
gnose und/oder Analyse von Tumoren. 

23. Venvendung nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daO der Tumor ein 
s Mamma-, Magen-, Kolon- oder Zervixkarzinom ist. 

24. Venvendung eines Antikorpers gemaS einem der Anspriiche 13 bis 17 bzw. 20 
Oder 21 zur Diagnose und/oder Analyse von Mammakarzinomen. 

io 25. Verwendung eines Antikorpers gemaB einem der Anspriiche 13 bis 17 bzw. 20 

oder 21 zur Diagnose und/oder Analyse von Magenkarzinomen. 

26. Verwendung eines Antikorpers gemaB einem der Anspriiche 13 bis 17 bzw. 20 
oder 2 1 zur Diagnose und/oder Analyse von Kolonkarzinomen. 

IS 

27. Verwendung euies Antikorpers gemaB einem der Anspriiche 18 bis 21 zur Dia- 
gnose und/oder Analyse von Zervixkarzinomen. 

28. Verwendung eines Antikorpers gemaB einem der Anspriiche 13 bis 21 zur Her- 
20 stellung eines Mittels fiir die Diagnose und/oder Analyse von Tumoren in vivo. 

29. Verfahren zxlt Herstellung eines Antikorpers gemaB einem der Anspriiche 13 bis 
20, dadurch gekennzeichnet, daB ein rekombinantes Polyppetid als Antigen verwendet wird, 
das eine Aminosauresequenz-enthalt, die durch mindestens ein variantes Exon kodiert wird. 
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